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 RESUMO 
O consumo do álcool provou resultar em atrofia cerebral e deficiência cognitiva, mas 
como as mudanças em estruturas específicas do cérebro estariam relacionadas as 
alterações cognitivas é incerta. O estudo explorou alterações do volume da 
substância cinzenta cortical e subcortical após um intervalo de 6 anos e sua relação 
com alterações executivas frontais e estado mental cognitivo global. Segmentação 
cortical e subcortical e correções de imagens de ressonância magnética (1,5 T) 
adquiridas em 2010 (T1) e 2016 (T2) de 16 alcoolistas (14 homens, idade média 
49,8 anos ± 8.5 DP em T1 e 55.7 anos ± 8.4 DP em T2) com uso prolongado de 
álcool (média de 29,8 a 34,7 anos) foram realizados com o FreeSurfer. Os 
resultados mostraram redução global dos volumes de substância cinzenta e mais 
especificamente em regiões cerebrais, principalmente de áreas pré-frontais, 
estruturas subcorticais e córtex do cerebelo, altamente relacionadas à função 
executiva e à condição de dependência. Mais importante ainda, a redução ao longo 
do intervalo de 6 anos dos volumes de substância cinzenta do polo frontal direito (p 
<0,01) e do córtex cerebelar esquerdo (p <0,05) foi preditiva de mudanças no 
desempenho executivo frontal e a redução do volume do putamen foi preditivo (p 
<0,05) de mudanças do estado cognitivo global em alcoólatras. Sugerimos que a 
combinação de análise volumétrica da substância cinzenta de áreas cerebrais 
específicas com um breve exame da performance frontal executiva e do estado 
cognitivo global no decorrer do uso de álcool pode ser clinicamente relevante para 
determinar o grau de comprometimento executivo e cognitivo no alcoolismo. 
 








Alcohol use has been long proven to result in brain atrophy and cognitive 
deficiencies, but how changes of specific brain structures would be related to these 
cognitive changes remains unclear. This study explored changes of gray matter 
cortical and subcortical volumes of alcoholics after 6-years interval and their relation 
to changes of frontal executive and global cognitive mental status. Cortical and 
subcortical segmentation and corrections of magnetic resonance (1.5 T) images 
acquired in 2010 (T1) and 2016 (T2) from 16 alcoholics (14 males, mean age 49.8 
years ± 8.5 SD in T1 and 55.7 years ± 8.4 SD in T2) with long-term use of alcohol 
(mean of 29.8 to 34.7 years) were performed using FreeSurfer. Results showed 
global reduction of gray matter volumes and more specifically in brain regions, mostly 
from prefrontal areas, subcortical structures and cerebellum cortex, highly related to 
the executive function and drug dependence condition. More importantly, reduction 
over the 6-year interval of gray matter volumes of right frontal pole (p < .01) and left 
cerebellar cortex (p < .05) were predictive of changes of frontal executive 
performance, and reduction of right putamen gray matter volume was predictive (p < 
.05) of changes of global cognitive mental status in alcoholics. We suggest that 
combination of volumetric analysis of gray matter from specific brain areas with brief 
examination of frontal executive and global cognitive mental status over the course of 
alcohol use may be clinically relevant to determine the degree of executive and 
cognitive commitment in alcoholism. 
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O consumo de álcool é um grave problema de saúde pública na atualidade e a 
proteção das populações através da prevenção e redução do uso nocivo dessa 
substância é uma prioridade da saúde pública e um dos objetivos da Organização 
Mundial de Saúde (1). Define-se como "uso nocivo" o ato de beber que causa 
consequências prejudiciais sociais e à saúde do indivíduo, às pessoas ao seu redor e 
para a sociedade em geral, bem como os padrões de consumo que estão associados 
com o aumento do risco de efeitos adversos (2).      
O álcool é uma substância psicoativa com propriedades capazes de produzir 
dependência. O consumo e os problemas relacionados ao álcool variam amplamente 
em todo o mundo, mas as taxas de alcoolismo e de morte relacionada permanecem 
significativas na maioria dos países (2). O uso nocivo do álcool está entre os cinco 
principais fatores de risco para doenças, incapacidades e morte em todo o mundo (3, 
4). É um fator causal de mais de 200 doenças e condições de lesão (5). O consumo 
de álcool está associado a um risco de desenvolvimento de problemas de saúde como 
a dependência, cirrose hepática, cânceres e lesões a diversos órgãos (6). As últimas 
relações causais sugeridas por pesquisas são aquelas entre o consumo de álcool e a 
incidência de doenças infecciosas como tuberculose e HIV / AIDS (7, 8, 9), bem como 
entre o uso nocivo do álcool e o curso do HIV / AIDS (10). 
Estima-se que cerca de 2 bilhões de pessoas em todo o mundo consumam bebidas 
alcoólicas e que 76,3 milhões tenham diagnóstico de transtorno mental e façam uso 
de álcool, que é responsável por 4% do total de anos de vida útil perdidos (11). 
Estatísticas da Organização Mundial de Saúde demonstram que 3,3 milhões de 
mortes sejam atribuídas ao consumo de álcool, mesmo quando o impacto benéfico de 
padrões de consumo de baixo risco de uso do álcool em algumas doenças é levado 
em conta. Assim, o uso nocivo de álcool representa 5,9% de todas as mortes em todo 
o mundo (2). 
O uso nocivo do álcool também pode ter sérias consequências sociais e econômicas 
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para as pessoas que convivem com o alcoolista e para a sociedade em geral, tais 
como ausência no trabalho, aumento da violência, danos conjugais e abuso infantil 
(12). 
  
1.2 Testes cognitivos em alcoolistas 
 
O alcoolismo crônico é conhecido por prejudicar o desempenho de uma variedade de 
funções cognitivas (13). Trivedi e colaboradores relataram que até 75% dos alcoolistas 
desintoxicados têm algum tipo de distúrbio cognitivo ou de memória (14). Atenção, 
memória de trabalho, habilidades visuoespaciais, funções executivas e fluência verbal 
têm se mostrado prejudicadas com o alcoolismo (15, 16). 
Pacientes alcoolistas experimentam um padrão relativamente bem documentado de 
declínio nas funções cognitivas e motoras, uma vez que este assunto tem sido objeto 
de estudo e mensuração através de testes clínicos há mais de 4 décadas (17). 
Um dos testes utilizados é o miniexame do estado mental (MEEM) que consiste em 
um grupo de 11 perguntas e testes simples que são administrados ao paciente e se 
propõe a avaliar cinco áreas da função cognitiva: orientação, registro, atenção e 
cálculo, memória e linguagem (18). Este método tem sido aplicado afim de demonstrar 
os efeitos deletérios da intoxicação aguda e do consumo pesado do álcool, bem como 
os efeitos protetores do consumo leve a moderado a longo prazo (19,20). 
Já a bateria de avaliação frontal (FAB) é uma série de testes desenvolvida por Dubois 
e colaboradores com o objetivo de analisar seis domínios das funções executivas: 
conceituação (conceituar as relações entre dois objetos da mesma categoria), 
flexibilidade mental, programação motora, sensibilidade à interferência, controle 
inibitório e autonomia do ambiente (21). E, assim como o MEEM, é utilizado como 
ferramenta para mensurar os efeitos do álcool (22,23). 
Em um estudo de seguimento (24), os pacientes foram contatados, novamente, dois 
meses após a primeira avaliação, para reavaliação dos que mantiveram abstinência e 
dos que recaíram durante o período. Foi observado que, dos 20 dependentes de 
álcool, onze recaíram e nove se mantiveram abstinentes. Quanto aos resultados, os 
pesquisadores constataram que os pacientes que recaíram neste período mostraram, 
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à época da desintoxicação, pior desempenho nos testes que envolviam a inibição do 
comportamento e a memória operacional, assim como já exibiam maiores alterações 
frontais em relação aos que se mantiveram abstinentes. 
Portanto, os déficits cognitivos encontrados nos dependentes de álcool, 
principalmente das funções executivas (frontais), têm implicação direta no tratamento, 
tanto para a escolha de estratégias a serem adotadas como para a análise do 
prognóstico. Acredita-se que a avaliação neuropsicológica é muito importante para a 
detecção e avaliação da progressão dessas alterações e que a reabilitação cognitiva 
tem papel relevante na recuperação dos déficits e reinserção psicossocial destes 
pacientes (25). 
  
1.3 Morfometria cerebral em alcoolistas 
 
O tamanho do cérebro humano é tópico frequente de estudo nos campos da anatomia 
e evolução, sendo que os primeiros estudos em pacientes alcoolistas foram realizados 
nos anos 30 pela medida do peso através da análise post morten (26), com 
subsequente introdução dos métodos de imagem por pneumoencefalografia (27), 
tomografia computadorizada (TC) (28) e ressonância magnética (RM) (29).  
No que tange a morfometria cerebral através de exames de imagem em alcoolistas os 
primeiros estudos consistentes de pneumoencefalografia datam da década de 70, que 
era utilizada para identificar e medir o alargamento ventricular. Tratava-se de uma 
técnica invasiva e com alto grau de desconforto, pois consistia na injeção de ar nos 
ventrículos cerebrais que se mostravam mais escuros que o restante das estruturas 






Fonte: Barini O. Arq. Neuro-Psiquiatr 1959. 
Figura 1 – Exames de pneumoencefalografia em pacientes alcoolistas exibindo à 
esquerda dilatação ventricular de grau acentuado e simétrico associada a atrofia 
cortical difusa de grau médio e, na imagem à direita, dilatação ventricular discreta com 
atrofia cortical difusa de grau médio. 
 
A introdução da tomografia computadorizada permitiu que houvesse grande aumento 
da sensibilidade da detecção da atrofia cerebral em alcoolistas no início da década de 
80 (28). 
Com o avanço das técnicas radiológicas foi desenvolvida a ressonância magnética, 
com imagens de alta resolução, permitindo detalhamento de pequenas alterações, 
inclusive milimétricas do parênquima encefálico, delineando processos atróficos, 
fornecendo detalhes importantes quanto a localização e alterações funcionais (32). 
Técnicas de análises quantitativas possibilitaram estudar em três dimensões o cérebro 
dos pacientes alcoolistas, permitindo com isso a mensuração e comparação do 
volume de todo o cérebro e das estruturas cerebrais individuais (33). Estes estudos 
volumétricos, combinados com especificidade anatômica e morfometria acurada de 
poderosas ferramentas para análise automatizada do cérebro humano como o 
Freesurfer (34), conduziram a elaboração de algumas hipóteses sobre a 
susceptibilidade à toxicidade alcoólica em cada região e correlações com testes 
psicométricos (32). 
Inicialmente estudos transversais demonstraram que a atrofia da substância cinzenta 
ocorre principalmente em algumas regiões específicas como o córtex frontoparietal, 
lobo temporal mesial e núcleo caudado (35). Em seguida, foi demonstrada a relação 
entre a suscetibilidade do cérebro idoso e a atrofia da substância cinzenta decorrente 
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do alcoolismo (36).  
Outros estudos transversais de morfometria cerebral com base em ressonância 
magnética de indivíduos dependentes de álcool que procuram tratamento durante 
abstinência precoce de álcool (isto é, de 1 semana a 1 mês de abstinência), mostraram 
consistentemente que a perda de volume regional de substância cinzenta é mais 
proeminente no lobo frontal anterior, no lobo parietal posterior, no giro do cíngulo, na 
ínsula, no hipocampo e no cerebelo (37). A perda de volume da substância branca no 
abstinente recente é relatada em todos os quatro lobos, particularmente na substância 
branca frontal (38).  
Estes modelos de trabalho demonstraram que outras diferenças individuais tais como 
gênero interferem com o resultado das pesquisas, uma vez que estudos radiológicos 
têm evidenciado que para um equivalente grau de atrofia, as mulheres têm um 
histórico mais curto e com menores doses de bebida alcoólica, sugerindo que o sexo 
feminino seja mais suscetível ao dano cerebral pelo álcool (39,40). 
O passo seguinte consistiu no acompanhamento dos pacientes alcoolistas através de 
modelos de estudos longitudinais, tendo como primeiro trabalho mais robusto o 
desenvolvido por Pfefferbaum e colaboradores, no qual alcoolistas crônicos foram 
acompanhados por 5 anos, evidenciando que a taxa de atrofia frontal está 
correlacionada com a quantidade de álcool consumida ao longo do tempo (41). 
Trabalhos subsequentes com acompanhamento de pacientes alcoolistas em 
tratamento demonstraram níveis variáveis de recuperação regional de volume de 
substância branca e cinzenta durante o primeiro ano de abstinência mantida (42,43). 
Embora os alcoolistas demonstrem recuperação de volume regional com sobriedade 
mantida, a maioria dos alcoolistas continua a demonstrar volumes significativamente 
menores em regiões cerebrais múltiplas após 6-12 meses de abstinência em 
comparação com os controles (38, 42). 
Durazzo e colaboradores demonstraram recuperação significativa de volumes 
regionais de substância branca e cinzenta durante 7,5 meses de abstinência, sendo 
que a taxa de mudança de volume para substância branca regional foi maior durante 
os primeiros 30 dias de abstinência e a recuperação de volume não foi influenciada 
por comorbidades médicas, psiquiátricas ou uso de substâncias indevidas. Entretanto, 
alcoolistas fumantes mostraram menor recuperação da substância cinzenta cortical 
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frontal e total com o aumento da idade do que alcoolistas não fumantes. Apesar da 
significativa recuperação de volume regional, alcoolistas fumantes e não fumantes 
continuaram a demonstrar volumes de substância cinzenta significativamente 
menores na maioria das regiões após 7,5 meses de abstinência sustentada em 
relação aos pacientes saudáveis (44).  
A possibilidade de predizer o sucesso do paciente com tratamento é objeto de 
investigação, uma vez que foi demonstrado que a diminuição da integridade 
macroestrutural (como evidenciado pelos déficits de volume) do córtex cingulado 
anterior rostral e caudal direito e da substância cinzenta frontal direita total servem 
como marcadores endofenotípicos de risco de recidiva aumentado após o tratamento 
do transtorno de dependência do álcool (45).  
Conhecimento sobre o curso natural do envelhecimento e o efeito adicional do 
alcoolismo sobre o cérebro e o seu desempenho fazem-se pertinentes uma vez que 









Este estudo representa a continuidade do estudo iniciado em 2010 (46) no qual foram 
realizadas medições volumétricas da substância cinzenta dos segmentos corticais e 
subcorticais de ambos os hemisférios cerebrais em 60 alcoolistas. Nas análises de 
regressão múltipla incluindo todas as estruturas como variáveis independentes e o 
desempenho frontal ou cognitivo global como variáveis dependentes foram 
observados que os volumes da substância cinzenta dos córtices frontal médio rostral 
e cerebelar esquerdos foram preditivos do desempenho executivo frontal, enquanto 
nenhuma estrutura foi preditiva do desempenho cognitivo global. 
Para o melhor entendimento dos efeitos do álcool sobre o sistema nervoso central e 
da análise de lesões não detectáveis pelos métodos diagnósticos tradicionais, o 
presente estudo teve como objetivo demonstrar a utilidade dos protocolos de 
ressonância magnética com volumetria e pós-processamento para melhor 
quantificação dos danos cerebrais, avaliando as mudanças volumétricas cerebrais em 
alcoolistas crônicos no intervalo de 6 anos, correlacionando-os com desempenho 
executivo frontal e cognitivo. 
Nossa hipótese é que pacientes alcoolistas não submetidos a qualquer intervenção 
durante o período de 6 anos apresentem redução volumétrica da substância cinzenta 
de estruturas corticais e subcorticais, bem como piora no estado cognitivo global e na 
função executiva frontal. Nosso objetivo é tentar estabelecer quais estruturas 

















Materiais e métodos foram descritos previamente em detalhes (46), mas de forma 
geral no ano de 2010 teve o início do estudo de 74 pacientes ambulatoriais do 
Programa de Atendimento ao Alcoolista do Hospital Universitário Cassiano Antônio 
Moraes, do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do Espírito Santo 
(PAA/HUCAM/CCS/UFES), dos quais 60 aceitaram participar do estudo.  
A seleção dos pacientes neste estudo foi realizada durante a consulta com o médico 
do PAA/HUCAM/CCS/UFES, sendo o paciente avaliado e informado sobre o estudo 
e objetivo deste na investigação e das eventuais alterações no sistema nervoso 
central não detectáveis pelos métodos diagnósticos tradicionais. Os pacientes que 
aceitaram participar deste estudo foram submetidos à anamnese, análise de 
prontuários, sendo avaliados quanto às suas funções mentais, executivas e de 
memória através do MEEM e FAB.  
Um dos critérios de inclusão para alcoolista foi o diagnóstico de dependência de álcool 
(segundo o DSM IV) e o consumo maior que 150 doses de bebidas alcoólicas / mês 
(1 dose de bebida alcoólica equivalente a 12 g de etanol puro) pelo menos 8 anos 
antes da sua inclusão no estudo para homens e consumo maior que 80 doses por 
mês durante pelo menos 6 anos antes do estudo para mulheres. 
A partir de novembro de 2015 foi iniciada a reconvocação dos pacientes, sendo 
evidenciado o falecimento de três e êxito no contato com vinte pacientes, dos quais 
quatro recusaram-se a realizar nova avaliação e dezesseis concordaram em 
comparecer no setor de radiologia do HUCAM para submeterem-se a nova bateria de 
exames, consistindo em anamnese, MEEM, FAB e exame de ressonância, todos 
realizados no mesmo dia para cada paciente. Não se obteve sucesso no contato com 
37 pacientes (Fig. 2). Os pacientes reconvocados foram informados do objetivo do 
estudo em reanalisar e comparar a volumetria cerebral e testes clínicos, e assinaram 
termo de consentimento livre e esclarecido. 
Cabe ressaltar que o estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 
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Hospital Universitário Cassiano Antônio Moraes, do Centro de Ciências da Saúde da 
Universidade Federal do Espírito Santo (PAA/HUCAM/CCS/UFES) (registro 
207/2009. Além disso, este estudo foi conduzido em estrita consonância à Declaração 
de Helsinque e de acordo com os padrões éticos do Comitê de Experiência Humana 
da Universidade Federal de Espírito Santo, ES, Brasil, onde este estudo foi 
conduzido.  
Figura 2 – Fluxograma do protocolo experimental. 
 
3.2 Aquisição das imagens 
 
3.2.1 Exame base (T1) 
 
Os pacientes foram submetidos a exames de RM que duraram em torno de 20 minutos 
e foram excluídos da avaliação os pacientes com contraindicação absoluta e relativa 
ao método, a exemplo dos portadores implantes eletrônicos, como marca-passo 




Os exames de RM foram realizados em aparelho de RM GE Echospeed de 1,5T (GE 
Medical Systems, Milwaukee, WI) com bobina (antena) específica para crânio de 8 
canais, instalado no Serviço de Radiologia do Hospital Evangélico de Cachoeiro de 
Itapemirim, sem administração do meio de contraste venoso, com o seguinte 
protocolo: 
• T1, 3D, SPGR, isotrópico, plano: sagital, matriz: tamanho do voxel: 1,55 mm³; 
ângulo de inclinação: 12º; NSA: 2, TE: in fase, FOV: 28, TR: 8,9 ms, TE: 4,2 ms, 
espessura: 1,3mm; matriz 512 x 512.  
A sequência volumétrica ponderada em T1 foi escolhida por possuir alta resolução e 
contraste, possibilitando perfeita diferenciação entre as substâncias cinzenta e 
branca. 
 
 3.2.2 Exame de seguimento (T2) 
 
O exame de RM foi realizado em aparelho da marca e modelo Philips Achieva 1,5T 
(Philips Medical Systems Nederland B.V., The Netherlands), com bobina de crânio de 
8 canais, sem administração do meio de contraste venoso, com o seguinte protocolo: 
• T1, 3D, SPGR, isotrópico, plano: sagital, matriz: tamanho do voxel: 1,55 mm³; 
ângulo de inclinação: 12º; NSA: 2, TE: in fase, FOV: 28, TR: 20.0 ms, TE: 4,8 ms, 
espessura: 1,3mm, matriz 512 x 512. 
 
3.3 Confiabilidade interscanner 
 
Embora diferentes scanners tenham sido utilizados no T1 e no T2, trabalhos anteriores 
não demonstraram viés interscanner apreciável (47, 48, 49, 50). Além disso, as 
imagens realizadas em T1 dos 16 pacientes incluídos neste estudo foram todas 




3.4 Pós-processamento e análise das imagens 
 
Todas as imagens foram transferidas para uma estação de trabalho (MacOS X 
Yosemite, versão 10.10, com 16 GB de memória RAM e 6 núcleos Intel Xeon E5 de 
3,5 GHz) localizados no Setor de Radiologia do Hospital Universitário Cassiano 
Antônio de Moraes do Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do 
Espírito Santo. A segmentação cortical e subcortical e correções foram realizadas 
usando o software FreeSurfer versão 5.3.0 (disponível em 
http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu) por dois técnicos sob a supervisão de um físico 
médico no local e suporte on-line de outro físico médico com sete anos de experiência 
com este software. Os detalhes técnicos destes procedimentos foram anteriormente 
descritos (51, 52, 53). 
Resumidamente, este processamento seguiu o fluxo padrão de acordo com o nosso 
estudo anterior (46), incluindo: 
a. Correção do movimento; 
b. Remoção de tecido não cerebral usando um procedimento de deformação 
híbrido divisor de águas / superfície; 
c. Transformação automatizada de Talairach; 
d. Segmentação de substância branca subcortical e estruturas de substância 
cinzenta profunda, incluindo: tálamo, hipocampo, amígdala, núcleo caudado, putamen 
e ventrículos; 
e. Normalização de intensidade; 
f. Diferenciação dos limites da substância branca / substância cinzenta; 
g. Correção de topologia automatizada; 
h. Deformação da superfície e insuflação do cérebro. 
Os resultados das segmentações automáticas foram revistos e os erros foram 
corrigidos. Este procedimento de segmentação atribui uma marcação neuroanatômica 
para cada voxel no volume da RM e o método é baseado na informação probabilística 
estimada a partir do treinamento de uma série marcada manualmente. 
Foi aplicada a teoria do campo aleatório de Markov, em que a probabilidade de 
marcação de um dado voxel não é calculada apenas em termos de intensidade de 
escalas de cinza e probabilidades anteriores naquele voxel, mas também como uma 
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função das marcações numa vizinhança em torno do voxel em questão (52). Isto é 
importante para a obtenção de uma correta separação das estruturas, as quais têm 
valores de escalas de cinza semelhantes, por exemplo, no hipocampo e na amígdala. 
A conclusão de uma etapa de pós-processamento levou cerca de 14 a 16 horas por 
indivíduo e foram implementados roteiros Unix usados para extrair os valores de 
volume, área e espessura. Além disso, dentro dos roteiros, foi possível acessar todas 
as informações sobre as estruturas processadas de forma prática e rápida. 
 
3.4.1 Composição das estruturas analisadas 
 
Foram calculados os volumes de substância cinzenta utilizando o software FreeSurfer 
e as designações das seguintes regiões de acordo com Desikan (53): 
Composição do córtex pré-frontal: 
• Córtex pré-frontal lateral constituído pela pars opercularis, pars triangularis, 
frontal medial rostral, frontal medial caudal e polo frontal; 
• Córtex pré-frontal medial constituído pelo cingulado anterocaudal, cingulado 
anterior rostral e frontal superior; 
• Córtex orbitofrontal constituído pela pars orbitalis, orbitofrontal lateral e 
orbitofrontal medial. 
Estruturas não-frontais: 
• Lobo temporal constituído pelo temporal superior, temporal médio, temporal 
inferior, margem do sulco temporal superior, fusiforme, temporal transverso, entorrinal, 
polo temporal e parahipocampal. 
• Lobo parietal constituído pelo parietal superior, parietal inferior, supramarginal, 
pós-central, precuneus, cingulado posterior e istmo do cíngulo.  
• Lobo occipital constituído pelos giros occipital lateral, lingual, cuneus e 
pericalcarino. 
Substância cinzenta subcortical e outros: 
• Compostos pelo tálamo, núcleo caudado, putamen, globo pálido, amígdala, 





3.5 Análise dos resultados  
  
Os dados sociodemográficos e testes clínicos são apresentados como porcentagem 
ou média ± desvio padrão (DP).  
O volume de substância cinzenta das regiões segmentadas do córtex pré-frontal (11 
segmentos), todas as demais estruturas não-frontais que compõem córtex temporal 
lateral ou medial, córtex parietal, córtex sensório-motor, córtex occipital, substância 
branca e córtex cerebelar (total de 26 segmentos), e estruturas subcorticais como a 
amígdala, o tálamo, núcleo caudado, putamen e globo pálido (no total de cinco 
segmentos), foram examinadas considerando os lados esquerdo e direito como 
medidas dependentes nas comparações entre T1 e T2. Estas comparações foram 
feitas por testes t pareado e os valores de p foram corrigidos para comparações 
múltiplas pelo método de Bonferroni. 
As diferenças (T2 – T1) dos volumes das substâncias cinzentas das estruturas que 
apresentaram diferenças estatisticamente significantes nas comparações entre T1 e 
T2 foram introduzidas como variáveis independentes em análises de regressões 
múltiplas, tendo como variáveis dependentes, as diferenças das pontuações obtidas 
nos desempenhos dos testes clínicos cognitivos (FAB e MEEM), considerando um 
subgrupo de pacientes sem mudanças ou com escores menores em T2 (pior 
desempenho), e outro subgrupo com escores maiores em T2 (melhor desempenho).  
Os dados obtidos por neuroimagem e por avaliação neuropsicológica foram 
analisados através do programa estatístico SPSS (“Statistical Package for Social 
Sciences”) 24.0 para Windows e as confecções gráficas foram feitas empregando o 
programa GraphPad Prism 7.0. Para análise descritiva foram utilizadas a 
porcentagem, média, mediana e desvio padrão da média. 
Em todas as análises, foi considerado o valor de p < 0,05 para se considerar as 









Os dados sociodemográficos, padrões de uso do álcool e performance cognitiva são 
demonstrados na Tabela 1. 
Tabela 1 – Características sociodemográficas, padrão de consumo de álcool e 
desempenho cognitivo global e executivo em alcoolistas (n = 16) examinados em 2010 
(T1) e 2016 (T2). 
                                           T1 






Idade [média (DP)] (min – max) 
 
49,8 (8,5) 




(45 – 78) 
 
t(15) = -95,0 
 
< ,0001**** 













Entre 6 a 9 
Entre 10 a 13  
Acima de 13 
 







       n (%) 
Solteiro 
Casado ou união estável 
Divorciado 










 11 (68,8%) 
5 (31,3%) 
  
Uso do álcool      
 








t(15) = 2,27 
 
,038* 






t(15) = -8,11 p < ,0001**** 
Dias de abstinência antes do estudo [média 
(DP)] (min - max) 
 
189,6 (462,7) 
(1 – 1825) 
289,9 (573,8) 
(1 – 2190) 
 
t(15) = -1,32 ,21 
Performance executiva e cognitiva global     
     
FAB pontuação total 12,0 (3,1) 12,8 (4,1) t(15) = -1,03 ,32 
        Diferença do FAB (T2-T1)     
Piora ou sem mudança (50%, n = 8)     
Melhora (50%, n = 8)     
MEEM pontuação total 25,9 (4,5) 26,3 (4,1) t(15)= - ,63 ,54 
        Diferença do MEEM (T2-T1)     
Piora ou sem mudança (68,75%, n = 11)     
                                   Melhora (31,25%, n = 5)     
FAB: Frontal Assessment Battery; MEEM: Miniexame do estado mental.  




4.1 Características sociodemográficas 
 
A maioria dos indivíduos alcoolistas inclusos no estudo foi do sexo masculino (87,5%), 
com idade média de 49,5 ±8,5 anos em T1 e de 55,7 ±8,4 anos em T2. A maior parte 
dos pacientes era casado ou mantinha relacionamento estável (68,8%), sendo que 
percentual semelhante foi encontrado para aqueles que se declararam fumantes 
(68,8%). A maior parte dos pacientes relatou entre 6 e 9 anos (37,5%) ou entre 10 e 
13 anos de educação (37,5%). 
 
  
4.2 Padrão do uso do álcool  
 
A amostra apresentou uma história de uso prolongado (T1 = 29,8 ± 7,9 anos de 
consumo / T2 = 34,7 ± 7,3 anos de consumo) e pesado de álcool, notadamente no T1 
em que a média foi de 18,4 ± 19,4 doses/dia, havendo uma redução significante 
(p=0,038) do consumo no T2 (6,1 ± 5,8 doses/dia) (Tab. 1).  
Como não foi realizada qualquer exigência ou intervenção, o tempo médio de 
abstinência prévio à realização dos exames variou bastante em ambas ocasiões (T1 
= 189,6 ± 462,7 dias / T2 = 289,9 ± 573,8 dias). 
  
4.3 Testes cognitivos 
 
Os alcoolistas neste estudo apresentaram um desempenho médio de 25,9 ± 4,5 
pontos no MEEM no T1, sendo que no T2 foi observada melhora discreta com 
pontuação média de 26,3 ± 4,1. Melhora semelhante foi observado no FAB, no qual 
verificou-se discreta melhora dos resultados no T2 (T1 = 12,0 ± 3,1 / T2 = 12,8 ± 4,1) 
(Tab. 1). Entretanto, 11 (68,75%) dos 16 alcoolistas não apresentaram mudança ou 
tiveram diminuição das pontuações do MEEM, enquanto cinco (31,25%) foram os que 
apresentaram aumento das pontuações no desempenho deste teste. Quanto ao FAB, 
oito (50%) dos 16 alcoolistas não apresentaram mudança ou tiveram diminuição das 
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pontuações, enquanto os oito restantes (50%) apresentaram melhora, por aumento 
das pontuações, no desempenho deste teste (Tab. 1). 
  
4.4 Ressonância magnética estrutural e segmentação 
 
4.4.1 Segmentação frontal 
 
A Tabela 2 mostra volumes normalizados dos segmentos frontais, do córtex pré-frontal 
total e separado por hemisfério (esquerdo ou direito) e subdivisões do córtex pré-
frontal. 
  
O volume total da substância cinzenta do córtex pré-frontal reduziu em torno de 6.1% 
(p = 0,0003) no intervalo de seis anos, sendo esta redução expressiva no hemisfério 






















Tabela 2 - Volumes (mm3) dos segmentos frontais normalizados pelo volume 
intracraniano total (mm3) em alcoolistas examinados em 2010 (T1) e em 2016 (T2). 
Divisões do córtex pré-frontal (de acordo com Desikan e colaboradores, 2006). 
 Tempo do exame  Estatísticas  
Volume dos segmentos / volume 
intracraniano (media ± DP) 
T1 
(n = 16) 
T2 
 (n = 16) 
 










Lobo Frontal       
Esquerdo       
Precentral  ,0084 ± ,00096 ,0077 ± ,00055 -8,3 4,09 15   ,032* 
Paracentral  ,0021 ± ,00035 ,0021 ± ,00024  0,0 1,25 15   7,84 
Córtex prefrontal  ,0447 ± ,00036 ,0420 ± ,00030 -6,0 4,64 15   ,0003*** 
      Lateral        
Pars opercularis ,0027 ± ,00046 ,0026 ± ,00040 -3,7 3,12 15   ,237 
Pars triangularis ,0022 ± 0,0042 ,0021 ± ,00037 -4,5 3,53 15   ,103 
Frontal medial rostral ,0098 ± ,00107 ,0092 ± ,00088 -6,1 3,85 15   ,053  
Frontal medial caudal ,0038 ± ,00049 ,0037 ± ,00060 -2,6 1,19 15   8,65 
Polo frontal ,0005 ± ,00010 ,0004 ± ,00008 -20 3,65 15   ,081 
      Medial       
Cingulado anterocaudal ,0011 ± ,00034 ,0011 ± ,00032 0,0 -,199 15  28,73 
Cingulado anterior rostral  ,0015 ± ,00025 ,0015 ± ,00021 0,0 -,131 15  30,51 
Frontal superior ,0136 ± ,00153 ,0128 ± ,00130 -5,9 5,03 15 ,005** 
Orbitofrontal        
Pars orbitalis ,0013 ± ,00026 ,0012 ± ,00022 -7,7 3,99 15   ,039* 
Orbitofrontal lateral  ,0047 ± ,00041 ,0043 ± ,00040 -8,5 5,32 15   ,003** 
Orbitofrontal medial  ,0034 ± ,00037 ,0031 ± ,00035 -8,8 3,21 15   ,196 
Direito       
Precentral  ,0082 ± ,00099 ,0076 ± ,00033 -7,3 3,31 15   ,163 
Paracentral  ,0024 ± ,00033 ,0024 ± ,00034 0,0 -,122 15 30,76 
Prefrontal cortex ,0449 ± ,00038 ,0450 ± ,00035 0,2 ,096 15   ,924 
Lateral        
Pars opercularis ,0023 ± ,00051 ,0021 ± ,00035 -8,7 2,48 15   ,860 
Pars triangularis ,0026 ± ,00042 ,0024 ± ,00038 -7,7 3,99 15   ,039* 
Frontal medial rostral ,0102 ± ,00095 ,0097 ± ,00107 -4,9 2,78 15   ,477 
Frontal medial caudal ,0034 ± ,00058 ,0034 ± ,00055 0,0 -,006 15   33,8 
Polo frontal ,0008 ± ,00017 ,0006 ± ,00011  -25 4,48 15   ,015* 
Medial        
Cingulado anterocaudal ,0014 ± ,00031 ,0014 ± ,00033  0,0 ,060 15   32,4 
Cingulado anterior rostral ,0014 ± ,00024 ,0013 ± ,00020  -7,1 ,797 15   14,8 
Frontal superior ,0130 ± ,00131 ,0124 ± ,00098 -4,6 3,17 15   ,213 
Orbitofrontal        
Pars orbitalis ,0017 ± ,00031 ,0016 ± ,00026  -5,9 1,98 15   2,26 
Orbitofrontal lateral ,0047 ± ,00052 ,0043 ± ,00047 -8,5 3,88 15   ,050* 
Orbitofrontal medial ,0035 ± ,00052 ,0030 ± ,00035  -14,3 4,05 15   ,035* 
       
Córtex Prefrontal total  ,0896 ± ,00073 ,0841 ± ,00062 -6,1 4,667 15   ,0003*** 
       








Figura 3 – Volumes da substância cinzenta (mm3) normalizado para o volume 
intracraniano (vic em mm3) do (A) córtex pré-frontal (CPF) e lobos temporal (TEMP), 
parietal (PAR) e occipital (OCC), e; (B) separados em hemisférios esquerdo e direito, 
em 16 alcoolistas examinados em 2010 (T1) e seis anos depois, em 2016 (T2), cuja 
segmentação foi obtida por reconstrução automática do córtex cerebral pelo programa 
FreeSurfer de dados de imagem de ressonância magnética de alta resolução em T1. 
** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 (teste t pareado corrigido para comparações 




Entretanto, considerando-se os segmentos individualmente, vários deles 
apresentaram reduções significantes de volume em ambos os hemisférios (Fig. 4). 
Volumes específicos do giro frontal superior (5,9%; p = 0,005), pars orbitalis (7,7%; p 
= 0,039) e orbitofrontal lateral esquerdos (8,5%; p = 0,003), bem como da pars 
triangularis (7,7%; p = 0,039) e orbitofrontal lateral (8,5%; p = 0,05) à direita foram 
significativamente menores em alcoolistas no T2 quando comparado com T1. Ainda 
no hemisfério direito, o polo frontal foi a região que apresentou a maior redução após 




Figura 4 – Imagens das médias dos cérebros dos alcoolistas (n = 16) obtidas através 
da segmentação por reconstrução automática do córtex cerebral pelo programa 
FreeSurfer de dados de imagem de ressonância magnética de alta resolução 
realizadas em 2010 (T1) e em 2016 (T2) em suas faces lateral e medial dos 
hemisférios esquerdo (E) e direito (D). E: 1 = frontal superior, 2 = pré-central, 3 = pós-
central, 4 = supramarginal, 5 = parietal inferior, 6 = pars orbitalis, 7 = orbital frontal 
lateral, 8 = temporal inferior, 9 = occipital lateral, 10 = lingual; D: 11 = pós-central, 12 
= pars triangularis, 13 = occipital lateral, 14 = orbital frontal lateral, 15 = polo frontal, 
16 = orbital frontal medial, 17 = istmo do cingulado, 18 = lingual. * p < 0,05; ** p < 0,01; 
*** p < 0,001; **** p < 0,0001 (teste t pareado corrigido para comparações múltiplas 





Com relação ao giro pré-central, apenas do hemisfério esquerdo apresentou redução 
significante em T2 (8,3%; p = 0,032). 
 
4.4.2 Segmentação temporal, parietal e occipital 
 
A Tabela 3 mostra volumes normalizados dos segmentos temporais, parietais e 
occipitais, totais e separados por hemisférios (esquerdo ou direito). 
O volume total do lobo temporal foi reduzido em 6,5% no intervalo de seis anos (p = 
0,0006). O volume do lobo temporal esquerdo foi 6,8% (p=0,0005) menor no reexame, 
sendo que os segmentos temporal superior e temporal inferior apresentaram redução 
estatisticamente significante, respectivamente de 7,5% (p = 0,013) e 9,9% (p = 0,005). 
Enquanto isso, nenhum segmento do lobo temporal direito apresentou diferença 
significante isoladamente, mas quando somados houve uma redução de 5,9% (p = 
0,001) (Tab. 3 e Fig. 3.). 
O volume total do lobo parietal foi reduzido em 6,1% em T2 (p = 0,001). O lobo parietal 
direito exibiu redução um pouco maior que o contralateral (6,1%; p = 0,001 à direita 
versus 5,7%; p = 0,002 à esquerda). Os segmentos pós-central (10,3%; p = 0,001) e 
istmo do cíngulo (6,3%; p = 0,037) direitos tiveram redução estatisticamente 
significante, e do lado esquerdo o parietal inferior (6,4%; p = 0,018), supramarginal 
(5,9%; p = 0,008) e pós-central (9,8%; p = 0,004) se apresentaram significativamente 
menores. 
O volume total do lobo occipital foi reduzido em 8,3% (p < 0.0001) após seis anos. A 
redução foi maior à direita (9,2%; p = 0,0001) do que à esquerda (7,4%; p = 0,0001). 
Os segmentos occipital lateral (9,2%; p = 0,002) e lingual (7,1%; p = 0,038) esquerdos 
tiveram redução estatisticamente significativa, enquanto no hemisfério direito apenas 
o occipital lateral (10,7; p = 0,0001) obteve resultado semelhante. 
Salienta-se que o hemisfério esquerdo apresentou maior quantidade de segmentos 
significativamente reduzidos, sendo sete segmentos (temporal superior, temporal 
inferior, parietal inferior, supramarginal, póscentral, occipital lateral e lingual) à 
esquerda versus três segmentos (pós-central, istmo do cíngulo e occipital lateral) no 





Tabela 3 - Volumes (mm3) dos segmentos temporais, parietais e occipitais normalizados pelo 
volume intracraniano total em alcoolistas (n = 16) examinados em 2010 (T1) e 2016 (T2). 
 Grupos  Estatísticas 
Segmento/Volume intracraniano  
(média ± DP) 




 Esquerdo Lobo temporal ,0351 ± ,00031 ,0327 ± ,00029 -6,8 4,42 15 ,0005*** 
 Temporal superior  ,0080 ± ,00095 ,0074 ± ,00085  -7,5 4,52 15 ,013* 
 Temporal médio  ,0070 ± ,00089 ,0064 ± ,00058 -8,6 3,63 15 ,008 
 Temporal inferior  ,0071 ± ,00074 ,0064 ± ,00081 -9,9 5,02 15 ,005** 
 Margem do sulco temporal superior ,0017 ± ,00026 ,0016 ± ,00023 -5,9 1,81 15 3,05 
 Fusiforme ,0062 ± ,00072 ,0060 ± ,00079 -3,2 1,40 15 6,18 
 Temporal transverse  ,0007 ± ,00015 ,0007 ± ,00013  0,0        2,68 15 ,583 
 Entorrinal  ,0013 ± ,00029 ,0013 ± ,00023  0,0 -,542 15 20,2 
 Polo temporal  ,0015 ± ,00031 ,0014 ± ,00018 -6,7 1,64 15 4,16 
 Parahipocampal ,0015 ± ,00022 ,0014 ± ,00020 -6,7 3,69 15 ,074 
 Lobo parietal  ,0382 ± 0,0024 ,0360 ± ,00002 -5,7 3,79 15 ,002** 
 Parietal superior  ,0080 ± ,00064 ,0076 ± ,00085 -5,0 2,44 15 ,941 
 Parietal inferior  ,0078 ± ,00074 ,0073 ± ,00072 -6,4 4,39 15 ,018* 
 Supramarginal  ,0067 ± ,00054 ,0063 ± ,00056 -5,9 4,78 15 ,008** 
 Pós-central  ,0061 ± ,00073 ,0055 ± ,00048 -9,8 5,15 15 ,004** 
 Precuneus  ,0060 ± ,00067 ,0057 ± ,00058 -5,0 1,87 15 2,73 
 Cingulado posterior  ,0020 ± ,00014 ,0020 ± ,00022  0,0 ,210 15 28,4 
 Istmo do cíngulo  ,0016 ± ,00019 ,0016 ± ,00023  0,0 2,09 15 1,85 
 Lobo occipital  ,0148 ± ,00016 ,0137 ± ,00015 -7,4 5,42 15 <,0001**** 
 Occipital lateral ,0076 ± ,00096 ,0069 ± ,00082 -9,2 5,54 15 ,002** 
 Lingual  ,0042 ± ,00078 ,0039 ± ,00083 -7,1 4,01 15 ,038* 
 Cuneus  ,0018 ± ,00018 ,0017 ± ,00018 -5,6 2,29 15 1,24 
 Pericalcarino ,0013 ± ,00020 ,0012 ± ,00020 -7,7 3,79 15 ,061 
 Ínsula  ,0043 ± ,00041 ,0041 ± ,00031 -4,7 2,92 15 ,362 
Direito Lobo temporal  ,0337 ± ,00027 ,0317 ± ,00030 -5,9 3,91 15 ,001 ** 
 Temporal superior  ,0072 ± ,00074 ,0067 ± ,00061 -6,9 3,81 15 ,058 
 Temporal médio  ,0073 ± ,00084 ,0069 ± ,00069 -5,5 2,51 15 ,824 
 Temporal inferior  ,0069 ± ,00068 ,0064 ± ,00091 -7,2 3,48 15 ,114 
 Margem do sulco temporal superior ,0016 ± ,00026 ,0015 ± ,00026 -6,3 1,43 15 5,84 
 Fusiforme  ,0062 ± ,00075 ,0059 ± ,00087 -4,8 2,24 15 1,37 
 Temporal transverse  ,0006 ± ,00009 ,0006 ± ,00007 0,0 3,04 15 ,280 
 Entorrinal  ,0010 ± ,00026 ,0011 ± ,00023 +10 -3,28 15 ,171 
 Polo temporal  ,0015 ± ,00028 ,0014 ± ,00018 -6,7 3,02 15 ,295 
 Parahipocampal  ,0013 ± ,00020 ,0012 ± ,00022     -7,7 3,53 15 ,103 
 Lobo parietal  ,0393 ± ,00264 ,0369 ± ,00214 -6,1 3,96 15 ,001** 
 Parietal superior  ,0082 ± ,00074 ,0076 ± ,00095 -3,7 3,59 15 ,089 
 Parietal inferior  ,0090 ± ,00107 ,0086 ± ,00111 -4,4 2,33 15 1,16 
 Supramarginal  ,0066 ± ,00071 ,0062 ± ,00059 -6,1 3,03 15 ,288 
 Pós-central  ,0058 ± ,00063 ,0052 ± ,00052 -10,3 5,67 15 ,001** 
 Precuneus  ,0062 ± ,00060 ,0058 ± ,00063 -6,5 2,95 15 ,335 
 Cingulado posterior  ,0020 ± ,00026 ,0020 ± ,00023  0,0 1,14 15 9,19 
 Istmo do cíngulo ,0016 ± ,00023 ,0015 ± ,00019  -6,3 4,03 15 ,037* 
 Lobo occipital  ,0153 ± ,00016 ,0139 ± ,00013 -9,2        7,21 15 <,0001**** 
 Occipital lateral  ,0075 ± ,00087 ,0067 ± ,00080 -10,7 8,92 15 <,0001**** 
 Lingual ,0043 ± ,00069 ,0039 ± ,00072  -9,3 4,39 15 ,018* 
 Cuneus ,0020 ± ,00029 ,0019 ± ,00026 -5,0 1,80 15 3,11 
 Pericalcarino ,0015 ± ,00025 ,0014 ± ,00025 -6,7 1,87 15 2,75 
 Ínsula  ,0043 ± ,00023 ,0041 ± ,00046 -4,7 1,76 15 3,35 
Lobo temporal total ,0688 ± ,00056 ,0643 ± ,00059 -6,5 4,30 15 ,0006*** 
Lobo parietal total ,0776 ± ,00494 ,0729 ± ,00436 -6,1 3,95 15 ,001** 
Lobo occipital total ,0301 ± ,00315 ,0276 ± ,00028 -8,3 6,49 15 <,0001**** 




 4.4.3 Segmentação da substância cinzenta subcortical e outros 
 
A Tabela 4 mostra que houve redução estatisticamente significante dos volumes 
normalizados do caudado e córtex cerebelar de ambos os hemisférios. O volume do 
caudado esquerdo foi em torno de 7,1% menor (p = 0,0005) e direito de 7,9% menor 
(p = 0,0006) em T2, e do córtex cerebelar esquerdo por volta de 8,7% menor (p = 
0,01) e direito 7,9% menor (p = 0,011) em T2. Ademais, o accumbens esquerdo foi 
reduzido 12,5% (p = 0.001) e o putamen direito exibiu redução volumétrica em torno 
de 12,1% (p = 0,007) em T2. 
  
 
Tabela 4 - Volumes (mm3) de substância cinzenta subcortical e outros segmentos 
corticais normalizados pelo volume intracraniano total (mm3) em alcoolistas (n = 16) 
examinados em 2010 (T1) e 2016 (T2). 
 Grupos  Estatísticas  
Segmento/Volume 
intracraniano  
(média ± DP) 




Esquerdo       
Tálamo ,00475 ± ,00045 ,00474 ± ,00047 -0,2 ,06 15 15,19 
Caudado  ,00253 ± ,00022 ,00235 ± ,00022 -7,1 5,8 15   ,0005*** 
Putamen  ,00384 ± ,00031 ,00362 ± ,00027 -5,7 2,6 15   ,295 
Pálido  ,00106 ± ,00018 ,00097 ± ,00013 -8,5 3,14 15   ,107 
Acumbens  ,00040  ± ,00008 ,00035 ± ,00008 -12,5 4,03 15   ,001** 
Amígdala  ,00098 ± ,00013 ,00092 ± ,00011  -6,1 2,01 15   1,00 
Hipocampo  ,00260  ± ,00025 ,00247 ± ,00028 -5,0 2,51 15   ,386 
Córtex cerebelar  ,03256 ± ,00267 ,02974 ± ,00281 -8,7 4,0 15   ,018* 
       
Direito       
Tálamo ,00437 ± ,00048 ,00436 ± ,00046 -0,2 ,286 15   12,4 
Caudado ,00264 ± ,00026 ,00243 ± ,00025 -7,9 5,80 15   ,0006*** 
Putamen ,00387 ± ,00056 ,00340 ± ,00044 -12,1 4,52 15   ,007** 
Pálido  ,00111 ± ,00014 ,00092 ± ,00012 -17,1 2,29 15   ,080 
Acumbens  ,00040 ± ,00009 ,00035 ± ,00006 -12,5 2,82 15   ,205 
Amígdala  ,00110 ± ,00024 ,00101 ± ,00014  ,8,2 1,82 15   1,42 
Hipocampo  ,00266 ± ,00022 ,00253 ± ,00031 -4,9 2,29 15   ,590 
Córtex cerebelar ,03314 ± ,00284 ,03053 ± ,00268 -7,9 4,24 15   ,011* 
       






4.4.4 Análises de regressões lineares múltiplas 
 
Nestas análises as diferenças (T2 – T1) dos volumes da substância cinzenta de todas 
as estruturas corticais e subcorticais dos hemisférios que foram alteradas 
significantemente nas análises anteriores, do lado esquerdo (frontal superior, pars 
orbitalis, orbital frontal lateral, pars triangularis, temporal superior, temporal inferior, 
parietal inferior, supramarginal, pós-central, occipital lateral, lingual, caudado, 
accumbens, córtex cerebelar) e do lado direito (polo frontal, orbital frontal lateral, 
orbital frontal medial, pós-central, istmo do cíngulo, occipital lateral, lingual, caudado, 
putamen, córtex cerebelar) foram consideradas variáveis independentes e as 
diferenças de desempenho cognitivo (T2 – T1) consideradas como variáveis 
dependentes. Além disso, observamos que um subgrupo de pacientes apresentou 
manutenção ou piora do desempenho e outro subgrupo apresentou melhora do 
desempenho tanto da FAB quanto do MEEM (Tab. 1). Assim, consideramos relevante 
investigar as estruturas que poderiam ser preditoras da piora e da melhora do 
desempenho separadamente. 
As tabelas 5, 6 e 7 fornecem detalhes dos resultados das análises das regressões 
múltiplas incluindo as estruturas cujas variações de volume se mostraram preditoras 
das variações de desempenho da FAB e MEEM nestes subgrupos. A representação 




4.4.4.1.1 Desempenho em T2 igual ou inferior ao de T1 
 
O modelo de regressão linear das estruturas cujas mudanças de volume se mostraram 
preditoras do desempenho frontal, considerando a não alteração ou uma piora no 
intervalo de seis anos, foi representada pelo polo frontal direito e o giro temporal 
inferior esquerdo, perfazendo 82,7% da variância das diferenças no desempenho da 
FAB, F(2,5) = 17,74; p < 0,01; R2 = 0,827; IC 95% [0,199; 3,62]. As variações dos 
volumes da substância cinzenta de cada uma destas estruturas apresentaram 
correlações da ordem zero significantes de acordo com a variação do desempenho 
da FAB (Tab. 5), mas somente o polo frontal apresentou correlação parcial 




Tabela 5 – Performance no FAB em T2 igual ou menor que T1 relacionado às 
diferenças de volumes de estruturas cortical e subcortical em alcoolistas (n=8). 
 Zero-Order r  
Variável PF D dif TI E dif FAB dif  sr2 b 
TI E dif          ,436    ,498*  ,247 2158,2 




 ,686 9398,3 
    Intercept =  1,91 
Média -,0002 -,0006 -1,5    
DP ,00017 ,00046 2,0 R2 =  ,827**  
* p < ,05, **p < ,01 




Tabela 6 - Performance no FAB em T2 maior que T1 relacionado às diferenças de 
volume de estruturas cortical e subcortical em alcoolistas (n=8). 
 Zero-Order r/  
Variável CC E dif FAB dif  sr2 b 
CC E dif            ,789*       
,789* 
 ,622 497,8 
   Intercept =  4,78 
Média -,0033 3,1    
DP ,00354  2,2 R2 =  ,56*  
* p < ,05 





Figura 5 – Análises de Regressão Linear entre as diferenças (T2 – T1, sendo T1 
avaliação realizada em 2010 e T2 realizada em 2016) do desempenho da (a.) bateria 
de avaliação frontal (FAB), em um subgrupo de alcoolistas (n = 8) que apresentaram 
pontuações igual ou menores em T2 (T2 ≤ T1) e em outro subgrupo (n = 8) cujos 
alcoolistas apresentaram pontuações maiores em T2 (T2 > T1) e (b.) função cognitiva 
global (MEEM) em um subgrupo de alcoolistas (n = 11) que apresentaram pontuações 
igual ou menores em T2, e as diferenças dos volumes (a.) da substância cinzenta do 
polo frontal direito e do córtex cerebelar esquerdo e (b.) do putamen direito. * p < 0,05; 
** p < 0,01. 
 
 
4.4.4.1.2 Desempenho em T2 superior ao de T1 
 
Das variações dos volumes das substâncias cinzentas das estruturas incluídas na 
análise, apenas a variação do volume do córtex cerebelar esquerdo se mostrou 
preditor de uma melhora no desempenho na função executiva frontal (p = 0,02) (Tab. 
6, Fig. 5a). Esta estrutura responde por 56% da variância das diferenças no 







4.4.4.2.1 Desempenho em T2 igual ou inferior ao de T1 
 
Das estruturas incluídas na análise, apenas a variação do volume do putamen do 
hemisfério direito se mostrou preditor de um desempenho em T2 igual ou pior ao de 
T1 (p = 0,015) (Tab. 7, Fig. 5b). Esta estrutura responde por 44,7% da variância das 
diferenças no desempenho do MEEM, F(1,9) = 9,1; p = 0,015; R2 = 0,447; IC 95% [-
2,59; -0,85]. 
 
Tabela 7 – Performance no MEEM em T2 igual ou menor que T1 relacionado às 
diferenças de volume de estruturas cortical e subcortical em alcoolistas (n=11). 
 Zero-Order r  
Variável Put D dif MEEM dif  sr2 b 
Put D dif            -,709*       -
,709* 
 ,503 -1769,9 
   Intercept =  -1,72 
Média -,0005 -,91    
DP ,00049 1,2 R2 =  ,447*  
* p < ,05 
Put D = Putamen direito 
 
 
4.4.4.2.2 Desempenho em T2 superior ao de T1 
 
As variações dos volumes da substância cinzenta das estruturas incluídas nesta 





5 DISCUSSÃO  
 
Enquanto os estudos transversais só podem fazer declarações sobre a variabilidade 
interindividual, os estudos longitudinais têm a capacidade de avaliar a mudança 
intraindividual. Para apreciar os efeitos diferenciais das desordens decorrentes do 
alcoolismo sobre as taxas de atrofia cerebral, é importante documentar alterações nas 
estruturas cerebrais associadas ao envelhecimento. Com maior sensibilidade e maior 
poder para detectar mudanças anatômicas do que estudos transversais, os estudos 
longitudinais do envelhecimento do cérebro são de crescente interesse 
(42,43,44,45,49). 
Foram reavaliados dezesseis pacientes após um período de 6 anos, mais 
especificamente 5,8 anos (média de 2141 dias), sendo que os mesmos relataram uma 
carga de consumo de álcool menor do que o apresentado no T1 (T1 = 18,4 ± 19,4 
doses/dia; T2= 6,1 ± 5,8 doses/dia). Este fato já foi verificado anteriormente na 
literatura, uma vez que existem evidências que demonstram que os alcoolistas 
pesados tendem a diminuir o grau de consumo com idade (54, 55). 
 
5.1 Taxas de atrofia 
Ao longo deste período, investigou-se mudanças estruturais do cérebro e suas 
associações com idade, sexo e educação em indivíduos alcoolistas que vivem na 
comunidade. A amostra apresentou atrofia significativa e generalizada das mais 
diversas regiões corticais e subcorticais, incluindo o hipocampo esquerdo que 
apresentou uma redução média de -0,8% ao ano (-5,0% entre T1 e T2). Resultados 
semelhantes foram descritos em estudos longitudinais anteriores que se 
concentraram em mudanças em estruturas específicas, relatando taxas de atrofia de 
-0,8% a -1,55% por ano para o hipocampo (56,57). 
O putamen apresentou atrofia de -2,0% ao ano à direita (-12,1% entre T1 e T2) e -
0,98% à esquerda (-5,7% entre T1 e T2). Tais resultados foram inferiores aos 
encontrados em estudo longitudinal por 2 anos em indivíduos idosos, no qual o 
putamen reduziu -4,3% e -3,1% por ano para os hemisférios esquerdo e direito, 
respectivamente (58). Acreditamos que essa diferença se justifique em função da 
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avançada média de idade desse estudo (79,8 anos) quando comparado a média de 
idade da presente amostra (55,7 anos). 
A análise de atrofia do córtex occipital lateral foi de -1,8% ao ano à direita (redução de 
-10,7% entre T1 e T2) e -1,5% ao ano à esquerda (-9,2% entre T1 e T2). Estas taxas 
de redução são bem maiores que as encontradas em indivíduos idosos não alcoolistas 
em outro estudo (58), no qual foi relatado uma taxa de atrofia do lobo occipital lateral 
variando entre -0,014% e -0,026%. A possiblidade de que o álcool seja responsável 
por tal diferença deve ser levada em consideração. 
O córtex pré-frontal total exibiu redução estatisticamente significativa de -1,05% ao 
ano (-6,1% entre T1 e T2) sendo que, dentre os elementos que o compõem, a maior 
redução foi do polo frontal, que apresentou atrofia de - 4,3% à direita (-25% entre T1 
e T2) e -3,4% à esquerda (-20% entre T1 e T2), embora apenas o lado direito tenha 
sido estatisticamente significante. Estudo longitudinal com 89 idosos saudáveis 
acompanhados por um período de dois anos demonstrou que o polo frontal também 
foi a estrutura cortical analisada que exibiu a maior taxa de atrofia (-0,59% no primeiro 
ano e -1,3% em 2 anos), enquanto a taxa de atrofia do pré-frontal foi estimada em -
0,5% (57).   
5.2 Relação volumetria cerebral e performance no FAB  
No presente estudo o volume da substância cinzenta do polo frontal direito foi capaz 
de predizer o desempenho da função executiva frontal medida pelo FAB em 
alcoolistas que apresentaram performance pior ou igual após 6 anos, através de uma 
ordem direta: quanto maior a diferença do volume (quanto maior a taxa de atrofia) do 
polo frontal direito, pior foi o desempenho do FAB, sugerindo que o agravamento das 
funções executivas é dependente desta estrutura. 
Nos pacientes que exibiram melhor performance no FAB após 6 anos, o volume do 
córtex cerebelar esquerdo estava diretamente relacionado com tal efeito, de forma 
que os pacientes que apresentaram maiores volumes desta estrutura (maior 
preservação do córtex cerebelar esquerdo), tiveram melhora no desempenho no FAB. 
Resultado semelhante foi encontrado por Nakamura-Palacios (46), no qual o volume 
da substância cinzenta de cada um dos lados do córtex cerebelar teve uma correlação 
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de ordem zero significante (p < 0,01) com relação ao desempenho da FAB, mas 
apenas o lado esquerdo teve efeito parcial significativo (p < 0,05) no modelo completo.  
No presente estudo, a função frontal executiva, incluindo a capacidade de 
conceptualização, flexibilidade mental, programação motora, sensibilidade à 
interferência, controle inibitório e autonomia ambiental avaliada pela FAB, foi 
claramente prevista por alterações volumétricas na substância cinzenta no polo frontal 
direito e córtex cerebelar esquerdo, sendo que esta última estrutura também constitui 
o circuito frontal-cerebelar necessário para respostas executivas adequadas (59). 
O polo frontal, que corresponde a área de Brodmann 10, é a maior área arquitetônica 
única no lobo frontal humano, auxiliando em diversas funções, como multitarefa, 
cognição social, atenção e memória episódica (60).  Estudo neuroanatômico utilizando 
tractografia e técnicas de resting state demonstrou que o córtex frontopolar pode ser 
subdivido em duas sub-regiões: a lateral, que estaria funcionalmente conectada com 
centros de controle executivo, como o córtex pré-frontal dorsolateral e área motor 
suplementar; enquanto a sub-região medial estaria conectada com o córtex pré-frontal 
medial, córtex cingulado posterior e o lobo temporal (61).  
Além disso, o polo frontal é uma das estruturas constituintes do córtex pré-frontal, que 
sabidamente subscreve a tomada de decisões e medeia funções de ordem superior 
(controle executivo). Estudo de 2015 propõe que o córtex pré-frontal compreende dois 
sistemas de arbitragem: (1) um sistema periférico que compreende regiões córtex pré-
frontal premotor / caudal e regiões orbitofrontais envolvidas na seleção de ações 
baseadas em pistas perceptivas e valores de recompensa, respectivamente, e 
incorporadas em conjuntos comportamentais associados a contingências externas 
inferido como sendo estável; (2) um sistema central que compreende regiões córtex 
pré-frontal ventromedial, dorsomedial, lateral e polar envolvidas no raciocínio 
probabilístico superordenado para arbitrar em linha, explorando / ajustando conjuntos 
comportamentais previamente aprendidos e explorando / criando novas vias para um 
comportamento adaptativo eficiente em ambientes variáveis e abertos (62). 
Portanto, a previsibilidade do polo frontal para a função executiva frontal observada 
neste estudo é coerente com a funcionalidade desta região cerebral. O 
processamento de alto nível, especialmente no desempenho de tarefas múltiplas, e 
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também a cognição social e o controle executivo, seriam altamente prejudicados com 
o comprometimento estrutural do polo frontal, como foi observado em alcoolistas. 
Em relação ao cerebelo, além do seu envolvimento na estabilidade postural, há 
evidências convincentes de que esta estrutura e seu extenso circuito sustentam 
funções classicamente relacionadas com os lobos frontais, como a aprendizagem 
verbal associativa, produção de texto, resolução de problemas, planejamento 
cognitivo, mudança de atenção e da memória de trabalho (63). Há ainda, evidências 
de que uma redução seletiva do volume de região cerebelar seria melhor preditora 
que o volume do lobo frontal, para prejuízos executivos, visuoespacial e equilíbrio, que 
são considerados os três principais sinais neuropsicológicos do alcoolismo (64).  
Artigo recente de revisão (65) sugere que os sistemas frontocerebelares medeiam 
déficits de memória motora e de trabalho, enquanto os sistemas frontolimbicos 
medeiam deficiências da memória semântica e desregulação emocional, e os 
sistemas frontoestriatais medeiam a transição de comportamentos direcionados para 
comportamentos habituais em pacientes alcoolistas. 
O álcool afeta regiões seletivas no cerebelo que têm seus terminais de realimentação 
(feedback) no córtex pré-frontal dorsolateral, que também é afetada seletivamente por 
esta droga (63). Este circuito frontocerebelar suporta o desempenho de uma tarefa 
sequencial motora em primatas não-humanos (66) e um circuito semelhante foi 
também identificado no homem através da conectividade na RM funcional (67). De 
acordo com Krienen e Buckner (67), a presença de circuitos que envolvem regiões 
pré-frontais confirma o envolvimento do cerebelo em redes cognitivas de alta ordem. 
De acordo com Sullivan e Pfeﬀerbaum (63), os exames de RM estrutural e funcional 
sustentam a hipótese de que a interrupção do circuito frontocerebelar é o principal 
mecanismo neural subjacente aos déficits incapacitantes e persistentes do alcoolismo, 
como ataxia, disfunção executiva e comprometimento visuoespacial. Apesar disso, 
dados recentes demonstram que as deficiências cognitivas e motoras observadas no 
alcoolismo são o resultado de distúrbios na atividade coordenada de várias regiões 





5.3 Relação volumetria cerebral e performance no MEEM  
No que diz respeito ao estado cognitivo global medido pelo MEEM em alcoolistas que 
apresentaram desempenho igual ou menor após o intervalo de 6 anos, o volume do 
putamen direito mostrou-se inversamente relacionado à diferença dos escores MEEM, 
ou seja, quanto menor a diferença volumétrica pior foi o desempenho no teste, 
sugerindo que uma maior redução de volume do putamen seria relacionado ao 
desempenho cognitivo global mais preservado. Curiosamente, o putamen direito foi 
significativamente reduzido ao longo do período de 6 anos nos alcoolistas inclusos 
neste presente estudo. 
Os núcleos subcorticais (isto é, o tálamo e os gânglios da base – dentre eles o 
putamen) são conhecidos por serem estruturalmente conectados a praticamente 
todas as áreas corticais do cérebro (68). Essas regiões também foram recentemente 
identificadas como sendo uma das regiões globalmente mais funcionantes do cérebro 
no estado de repouso (69). 
Nos últimos anos cada vez mais estudos têm demonstrado o papel dos gânglios da 
base na cognição, como por exemplo relato de caso no qual uma paciente de 20 anos 
de idade com lesão putaminal perinatal isolada foi submetida a diversos testes que 
avaliaram a memória de trabalho, funções executivas, análise de fala espontânea e 
aprendizado de habilidades implícitas. O resultado de tais avaliações sugere que o 
circuito frontal/subcortical entre o putamen e áreas frontais motoras desempenha 
função no processamento cognitivo superior, como funções executivas, memória de 
trabalho, bem como a aprendizagem de sequências de primeira ordem (70). 
Outro estudo sobre envelhecimento com 100 idosos saudáveis combinou técnicas de 
RM anatômica, tractografia e RM funcional para identificar conjunto de fibras 
neuronais que conectassem as redes corticais em estado de repouso a núcleos 
subcorticais, comparando-as com testes que mensurassem a cognição, dentre eles o 
MEEM. Verificou-se que a integridade (valores de anisotropia fracionada) do conjunto 
de fibras selecionadas correlacionou-se fortemente com medidas cognitivas na função 
executiva e velocidade de processamento, sendo que a correlação mais pronunciada 
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ocorreu entre a função executiva e fibras que conectam o putamen a rede de atenção 
dorsal (71). 
Ao simular em macacos o consumo de álcool semelhante ao padrão de consumo 
humano, Carlson e colaboradores (72) encontraram maior potencial de ativação 
sináptica e intrínseca dos neurônios espinhosos de tamanho médio do putamen após 
consumo prolongado de álcool e abstinência. Segundo os mesmos, o alcoolismo é um 
exemplo da transição de um comportamento facilmente modulado para um "hábito de 
embriaguez" e a área caudoventral do putamen e estruturas sensório-motoras 
associadas parecem mediar a formação desse hábito. De acordo com esses autores, 
esse aumento na excitação sináptica, combinado com o aumento da excitabilidade 
intrínseca dos neurônios espinhosos de tamanho médio, sugerem que o aumento da 
ativação do putamen desenvolvido com ingestão prolongada de álcool pode contribuir 
para o padrão inflexível de consumo de álcool (72). 
De acordo com este ponto de vista, seria plausível sugerir que uma diminuição das 
mudanças neuronais mal adaptadas (aumento da densidade espinhosa) no putamen 
ocorreu devido ao consumo de álcool, com subsequente redução do tamanho 
(volume) dessa estrutura, o que seria relacionado a melhor desempenho cognitivo 
global. Assim, quanto maior a redução do volume do putamen ao longo dos anos 
melhor a chance de preservação do estado cognitivo global. Certamente, essa 
possibilidade precisa ser mais cuidadosamente investigada, pois pode constituir uma 
evidência biológica para a redução de danos causados pelo álcool. 
 
5.4 Limitações do estudo 
Como fatores limitantes do estudo podemos citar que os pacientes não foram 
submetidos a qualquer intervenção no período, intervalo muito longo para a 
reavaliação, ausência de grupo controle e a grande variação da idade da amostra. 
Ressaltamos ainda que as diferenças entre os sexos não foram possíveis de serem 
demonstradas pelo número desigual entre os gêneros, com o número de mulheres 





Nós conjecturamos que um conhecimento ainda mais refinado das estruturas e 
funções que estão comprometidas e que são poupadas no alcoolismo, aliadas aos 
efeitos do envelhecimento sobre o cérebro humano, podem aprimorar os esforços 
terapêuticos para redirecionar o recrutamento neural dos caminhos e redes usuais 
interrompidos, para vias alternativas funcionais, possivelmente através de terapia 
comportamental. Este conhecimento também pode auxiliar os esforços 
farmacológicos para iniciar a sobriedade, manter a abstinência e promover a 
recuperação. 
Adicionalmente, também observamos que os alcoolistas apresentaram mudanças 
estruturais globais no cérebro ao longo do período de 6 anos, e mais refinadamente 
em segmentos cerebrais mais específicos, que sugerem alterações estruturais além 
da atrofia cerebral já amplamente descrita na literatura, como as alterações de regiões 
específicas do córtex pré-frontal envolvidas na dependência química. 
Este estudo demonstrou que estruturas cerebrais como o polo frontal direito, que está 
principalmente relacionado com o córtex pré-frontal, e o córtex cerebelar esquerdo, 
foram associados com desempenho executivo examinado pela FAB em alcoolistas. 
Além disso, o putamen direito também se mostrou capaz de predizer o estado 
cognitivo global avaliado pelo MEEM, sugerindo que a função executiva e estado 
cognitivo global são diferentemente afetadas pelo uso prolongado do álcool. 
Estes resultados sugerem que o exame das alterações de volume da substância 
cinzenta de estruturas específicas do cérebro, juntamente com a FAB e o MEEM, 
podem ser clinicamente relevantes para determinar de ligeira a moderada disfunção 
executiva e estado cognitivo em pacientes alcoolistas assintomáticos, para auxiliar no 
estabelecimento de tratamentos melhores e mais direcionados, e quem sabe reduzir 
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Aim: Alcohol use has long been associated to brain atrophy and cognitive 
deficiencies, but how changes in specific brain structures are related to these 
cognitive changes remains unclear and is the purpose of this study. Short 
summary: This study explored changes in the cortical and subcortical gray 
matter volume of alcoholics after a six-year interval and the relationship 
between these volumes and changes in frontal executive and global cognitive 
mental status. Methods: Cortical and subcortical segmentation and corrections 
of magnetic resonance images (1.5 T) acquired in 2010 (t1) and 2016 (t2) from 
16 alcoholics (14 males, mean age 49.8 years ± 8.5 SD at t1 and 55.7 years ± 
8.4 SD at t2) with long-term use of alcohol (mean of 29.8 years at t1 and 34.7 
years at t2) were performed using FreeSurfer. Results: Gray matter volumes 
were decreased from frontal to posterior cortical structures and subcortical 
areas. Changes of gray matter volumes of the right frontal pole region (p < .01) 
was associated with changes on global cognitive mental status performance, 
whereas volume changes of right precuneus (p < .01), right caudate (p < .01) 
and left accumbens (p < .05) were associated with changes in frontal executive 
performance. Conclusions: Fronto-parietal and fronto-striatal networks are 
importantly involved in high-cognitive functions and rewarding process, thus 
their structural changes may predict the cognitive decrement in parallel with 
addictive aggravation over the course of alcohol use disorder.     
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This study explored changes in the cortical and subcortical gray matter volume 
of alcoholics after a six-year interval and the relationship between these 
volumes and changes in frontal executive and global cognitive mental status. 
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Cross-sectional studies have shown that gray matter atrophy in alcoholics 
occurs mainly in specific regions such as the frontoparietal cortex, mesial 
temporal lobe and caudate nucleus (Jernigan et al., 1991).  
Pfefferbaum et al (Pfefferbaum et al., 1995) conducted one of the first, 
most relevant longitudinal volumetric studies, in which chronic alcoholic patients 
were followed for five years. The authors showed that the rate of frontal atrophy 
was correlated with the amount of alcohol consumed (Pfefferbaum et al., 1995). 
Subsequent studies showed that alcoholics demonstrate regional volume 
recovery with maintained sobri ty; however, most alcoholics continue to 
demonstrate significantly smaller volumes in multiple brain regions after 6-12 
months of abstinence compared to controls (Buhler and Mann, 2011; Monnig et 
al., 2013). 
Decreases in the macrostructural integrity (as evidenced by volume 
deficits) of the right rostral and right caudal anterior cingulate cortex and of the 
total right frontal gray matter, in conjunction with mood disorders and education, 
have been considered a significant predictor of post-treatment drink status, that 
is, if an alcoholic would be a relapser or an abstainer over an extended period 
after outpatient treatment for Alcohol Use Disorder (Durazzo and Meyerhoff, 
2017). 
Thus, the knowledge of how alcoholism affects brain structures and 
related cognitive performance is relevant as some issues remain to be 
answered or reinforced. In our previous study, performed on 60 alcoholics from 
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a public outpatient service, we observed that the gray matter volume of the left 
rostral middle and left cerebellar cortices was predictive of frontal executive 
performance, whereas no structure was predictive of global cognitive 
performance (Nakamura-Palacios et al., 2014). The present study was a six-
year follow-up imaging study including patients from this previous sample that 
responded to this recall. 
Our main hypothesis was that alcoholic patients would show cognitive 
performance decrement after six-year interval along with a progressive cerebral 
volume reduction according to age and alcohol exposure and that distinct brain 
structures would be related to cognitive performance. Thus, the aim of this 
study was to examine changes of gray matter volumes of segmented brain 
regions from alcoholics after six-y ar interval and their association with 
cognitive performance.  
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This was a single center, longitudinal study comparing the volume of 




Twenty out of sixty alcoholics from a previous study (Nakamura-Palacios 
et al., 2014) (Fig. 1), assigned from a specialized public outpatient service of the 
Medical School Hospital of the Federal University of Espírito Santo (Brazil), who 
responded to the recall were interviewed for this study. From these, four 
patients refused to participate in this study and sixteen (Fig. 1) agreed to 
participate and signed a new informed consent.  
These patients were those included in our previous study (Nakamura-
Palacios et al., 2014) that met the following inclusion criteria: (i) between the 
age of 18 and 75 years; (ii) consumed at least 30 drinks per week on average 
over the previous year (considered standard dose of 12 grams of alcohol); (iii) 
met the criteria for alcohol dependence according to the International Statistical 
Classification of Diseases and Related Health Problems 10th Revision (ICD-10), 
as determined by clinic evaluation; (iv) were in stable 
clinical condition with no need for inpatient care; (v) able to read, write, and 
speak Portuguese; and (vi) had no severe withdrawal signs or symptoms at 
baseline. Conversely, exclusion criteria included the following: (i) a condition of 
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intoxication or withdrawal due to a substance other than alcohol, (ii) unstable 
mental or medical disorder other than alcohol dependence, except nicotine 
and/or caffeine; (iii) a diagnosis of epilepsy, convulsions, or delirium tremens 
during abstinence from alcohol; (iv) a previous history of drug hypersensitivity or 
adverse reactions to diazepam or other benzodiazepines and haloperidol; (v) 
any contraindication for magnetic resonance procedures such as electronic 
implants, metal implants, claustrophobia, or permanent make-up or tattoo 
received within the previous 3 months; (vi) the presence of vascular, traumatic, 
inflammatory, or tumor injuries detectable by FLAIR (fluid attenuation by 
inversion recovery) on Magnetic Resonance Imaging (MRI); or (vii) suspected 
pregnancy for female participants.  
Ethical approval was provided by the Brazilian Institutional Review Board 
of the Federal University of Espírito Santo (registration 207/09), Brazil. The 
study was conducted in strict adherence to the Declaration of Helsinki and in 
accordance with the ethical standards of the Committee on Human 
Experimentation of the Federal University of Espírito Santo, ES, Brazil, where 
this study was conducted. Subjects were fully informed about the experimental 




After having been informed of all procedures and giving written informed 
consent, 16 patients previously diagnosed with alcohol dependence by ICD-10 
were successively assessed. 
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Sociodemographic and Drug Use Characteristics  
A structured brief interview was used to obtain information regarding 
sociodemographic data and drug use characteristics of the study participants.  
 
Cognitive Tests 
The same adapted versions of the Mini-Mental State Examination 
(MMSE) (Crum et al., 1993) and the Frontal Assessment Battery (FAB) (Dubois 
et al., 2000) in Portuguese described in Nakamura-Palacios et al (Nakamura-
Palacios et al., 2014) were used. The maximum score for the MMSE is 30, and 
a mean score between 23 and 26 would be expected according to the age and 
educational level of the participants; the maximum total score for FAB is 18 
(Dubois et al., 2000).  
 
Magnetic Resonance Imaging (MRI) 
Alcoholics underwent MRI in 1.5 T scanners without paramagnetic 
contrast administration.  
MRI acquisition in 2010 (t1) 
Enhanced 3D fast gradient-echo (eFGRE3D) sagittal T1-weighted 
imaging was acquired in a Signa Echospeed scanner (Signa Genesis 1.5 T, GE 
Medical Systems, Milwaukee, WI, USA) with the following parameters: FOV: 28; 
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voxel size: 1.55 mm3; flip angle: 12°; TR/TE = 8.9/4.2 ms, acquisition matrix: 
512 x 512, 1.3 mm slice thickness, Number of Signals Average (NSA): 2.  
MRI acquisition in 2016 (t2) 
Sagittal 3D T1-weighted images with specific head coil model SENSE (8 
channels) were acquired in a Philips scanner (Philips Medical Systems 
Nederland B.V., The Netherlands) with the following parameters: FOV: 28; 
voxel size: 1.55 mm3; flip angle: 12°; TR/TE: 8.8/4.8 ms; acquisition matrix: 512 
x 512; 1.3 mm slice thickness, NSA: 2.   
All MRIs were reviewed by an experienced neuroradiologist and were of 
good quality for to allow for post-processing. 
 
FreeSurfer Post-Processing 
All images were transferred to a workstation (MacOS X Yosemite, 
version10.10) with 16 GB of RAM memory and 6-Core Intel Xeon E5 
processors of 3.5 GHz) located in the Radiology Sector of the Federal 
University of Espírito Santo, Brazil. Cortical segmentation and corrections were 
performed using FreeSurfer version 5.3.0 software 
(http://surfer.nmr.mgh.harvard.edu) by two technicians under the supervision of 
an onsite medical physicist and online support of another medical physicist with 
seven years of experience with this software. The technical details of these 
procedures have previously been described (Dale et al., 1999; Desikan et al., 
2006; Fischl and Dale, 2000; Fischl et al., 2002). Briefly, this processing 
included: motion correction; removal of non-brain tissue using a hybrid 
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watershed/surface deformation procedure; automated Talairach transformation 
(MNI305); segmentation of subcortical white matter and deep gray matter 
structures (including the thalamus, hippocampus, amygdala, caudate, putamen, 
and ventricles); intensity normalization; tessellation of the GM/WM boundary; 
automated topology correction; and surface deformation and inflation of the 
cerebrum. The results of the automatic segmentations were reviewed, and any 
errors were corrected. This segmentation procedure assigns a neuroanatomical 
label to every voxel in the MR image volume, and the method is based on 
probabilistic information estimated from a manually labeled training set. The 
Markov Random Field Theory is applied, where the probability of a label at a 
given voxel is computed not just in terms of gray-scale intensities and prior 
probabilities at that voxel but also as a function of the labels in a neighborhood 
around the voxel in question (Fischl et al., 2002). This is important for obtaining 
the correct separation of structures, which have similar gray-scale values in the 
hippocampus and amygdala. Completing an entire post-processing step took 
approximately 14 to 16 h per subject and implemented Unix scripts were used 
to extract the volume, area, and thickness values. Furthermore, within the 
scripts, it was possible to access all information regarding the processed 
structures in a practical and rapid manner.  
Designation of brain regions followed the automated labeling described 
by Desikan et al (Desikan et al., 2006).  
 
Statistical Analysis 
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Data are presented as the percentage or mean ± standard deviation 
(SD).  The gray matter volume of segmented regions of frontal lobe including 
the superior frontal, paracentral, precentral and of the prefrontal cortex from left 
and right hemispheres, and all other non-frontal structures, composed of the 
temporal, parietal and occipital lobes, cerebellum, hippocampus, and 
subcortical structures (such as the amygdala, thalamus, caudate, putamen, 
pallidum and accumbens), were compared between t1 and t2 by Student’s 
paired t-tests as the majority of the data were found to be normally distributed 
through Shapiro-Wilk tests. For analysis of brain segments, the p-value was 
adjusted by Bonferroni’s multiple comparisons method for 84 comparisons 
including all segments from the left and right hemispheres and subcortical 
structures. Thus, for these comparisons two-tailed p-values should be less than 
.0006 to be considered statistically significant.  
Additionally, all cortical and subcortical gray matter volume differences 
between t1 and t2 were introduced as independent variables in a multiple 
regression analysis controlled by age and drinks/day differences. FAB and 
MMSE score differences between t1 and t2 were introduced as dependent 
variables. 
A two-tailed p-value of .05 was used to determine statistical significance 
for all other comparisons. SPSS Statistics version 24 (IBM Corporation, USA) 
and GraphPad Prism version 7 (GraphPad Software Inc, USA) were used for 
statistical analyses and graphic presentations.  
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Sociodemographic data, patterns of alcohol use and cognitive 




The alcoholic subjects included in this study were mostly males (87.5%). 
The mean age at t1 was 49.5 ± 8.5 years, while at t2 it was 55.7 ± 8.4 
years. Most patients were married or had a stable relationship (68.8%), and a 
similar percentage was found for those who declared themselves to be smokers 
(68.8%). Most patients reported between 6 and 9 years (37.5%) or between 10 
and 13 years of education (37.5%). 
 
Patterns of alcohol use 
This sample of alcoholics showed a history of long-term use [mean of 
29.8 years (7.9 SD) of use at t1; mean of 34.7 years (7.3 SD) of use at t2] and 
of heavy use, notably at t1, where the mean was 18.4 drinks/day (19.4 SD); 
there was a significant reduction (p = 0.038) in alcohol use at t2 [(mean of 6.1 
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FAB and MMSE 
Alcoholics in this study had an average score of 25.9 (4.5 SD) on the 
MMSE at t1, and at t2, there was a slight improvement, with an average score 
of 26.3 (4.1 SD). Similar results were observed in FAB performance, in which 
there was a slight improvement at t2 [mean at t1 = 12.0 (3.1 SD); mean at t2 = 
12.8 (4.1 SD)] (Tab. 1). However, 11 (68.75%) of the 16 alcoholics showed no 
change or had a decrease in MMSE scores, and only five (31.25%) had higher 
scores on this test. Regarding the FAB, eight (50%) of the 16 alcoholics did not 
show a change or a decrease in scores, while the remaining eight (50%) 
showed improvements, seen by an increase in scores, in the performance of 
this test (Tab. 1). 
 
MRI segmentation 
Differences of gray matter volumes of segmented brain structures 
between t1 and t2 are illustrated in the figure 2. 
Few frontal segments presented significant volume reductions in both 
hemispheres. Specifically, in the left hemisphere, volumes of the superior frontal 
gyrus [t1 = .0136 (.00153 SD), t2 = .0128 (.0013 SD); t(15) = 5.03, p-value = 
.00015] and the lateral orbitofrontal [t1 = .0047 (.00041 SD), t2 = .0043 (.00040 
SD); t(15) = 5.32, p-value = .00009) were smaller in alcoholics at t2 in average 
5.9% and 8.5%, respectively, when compared with t1. In the right hemisphere, 
the volume of the frontal pole was smaller at t2 in approximately 25% when 
compared to t1 [t1 = .0008 (.00017 SD), t2 = .0006 (.00011 SD); t(15) = 4.48, p-
value = .0004).  
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Regarding temporal segments, the volume of the left superior temporal 
lobe was smaller at t2 [t1 = .0080 (.00095 SD), t2 = .0074 (.00085 SD); t(15) = 
4.52, p-value = .0004] as well as the left inferior temporal lobe [t1 = .007 
(.00074 SD), t2 = .0064 (.00081 SD); t(15) = 5.02, adjusted p-value = .0002] in 
approximately 7.5% and 9.9%, respectively, when compared to t1 (Fig. 2). 
Meanwhile, no segment of the right temporal lobe differed between t1 and t2.  
On the left side, the inferior parietal [t1 = .0078 (.00074 SD), t2 = .0073 
(.00072 SD); t(15) = 4.39, p-value = .0005), supramarginal [t1 = .0067 (.00054 
SD), t2 = .0063 (.00056 SD); t(15) = 4.78, p-value = .0002] and postcentral [t1 = 
.0061 (.00073 SD), t2 = .0055 (.00048 SD); t(15) = 5.15, p-value = .0001] 
segments were smaller (approximately 6.4%, 5.9% and 9.9%, respectively) at t2 
compared to t1. The right post-central [t1 = .0058 (.00063 SD), t2 = .0052 
(.00052 SD); t(15) = 5.67, p-value = .00004] was the only parietal segment of 
the right hemisphere showing smaller volume (approximately 10.3%) at t2 (Fig. 
3). 
More posteriorly, the left lateral occipital segment [t1 = .0076 (.00096 
SD), t2 = .0069 (.00082 SD); t(15) = 5.54, p-value = .00006] was smaller in 
approximately 9.2% in t2, whereas in the right hemisphere, the lateral occipital 
(10.7%) [t1 = .0075 (.00087 SD), t2 = .0067 (.00080 SD); t(15) = 8.92, p-value = 
.0000002] and lingual [t1 = .0043 (.0007 SD), t2 = .0039 (.0007 SD); t(15) = 
4.39, p-value = .0005] segments were smaller in average 10.7% and 9.3%, 
respectively, at t2 comparing to t1 (Fig. 2). 
Regarding subcortical structures, volumes of the left and right caudate 
[left: t1 = .00253 (.00022 SD), t2 = .00235 (.00022 SD); t(15) = 5.8, p-value = 
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.00003; right: t1 = .00264 ± .00026 , t2 = .00243 ± .00025; t(15) = 5.8, p-value = 
.00004] and of the right putamen [t1 = .00387 (.00056 SD), t2 = .00340 (.00044 
SD); t(15) = 4.52, p-value = .00004) were smaller at t2 (approximately 7.1%, 
7.9% and 12.1%, respectively) when compared to t1. 
 
Multiple regression analysis 
In these analyses, the differences (t2 - t1) in the gray matter volume of all 
cortical and subcortical structures from both hemispheres were considered 
independent variables and differences in cognitive performance (t2 - t1) were 
considered dependent variables.  
 FAB 
The linear regression model in which structures whose volume changes 
were associated with frontal lobe score differences in six-year interval, was the 
one that included the right precuneus, right caudate and left accumbens, 
accounting for 74% of the variance in the differences of FAB performance, 
F(3,12) = 15.21, p = .000217, adjusted R2 = 0.74, 95% CI [1.245, 5.534]. 
Variations in the gray matter volume of each of these structures showed 
significant zero order correlations with FAB performance variations, and all of 
them showed significance in the complete model: right precuneus (zero-order r 
= -.628, β = -.481, p = .005), right caudate (zero-order r = .576, β = .537, p = 
0.01) and left accumbens (zero-order r = .457, β = .395, p = .038) (Fig. 3a). 
MMSE 
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From the structures considered in the analysis, a model including volume 
differences of the right frontal pole, right putamen and left middle temporal 
cortex accounted for 68.4% of the variance of score differences of MMSE 
performance, F(3,12) = 11.82, p = .001, adjusted R2 = 0.684, 95% CI [-4.251, -
.696]. The variation of the gray matter volumes of each of these structures 
presented significant zero order correlations according to the MMSE 
performance variation: right frontal pole (zero-order r = -.590, β = -.742), right 
putamen (zero-order r = -.307, β = -.599) and left middle temporal cortex (zero-
order r = .361, β = .328) but only the right frontal pole had a statistically 
significance (p = .008) in the complete model (Fig. 3b). 
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In general, socio-demographic characteristics, patterns of alcohol 
use and clinical and cognitive aspects of alcoholics in this study are 
consistent with previous studies from our University Hospital (Nakamura-
Palacios et al., 2014; Zago-Gomes Mda and Nakamura-Palacios, 2009) 
and other Brazilian regions (Araujo and Monteiro, 1995; Gallassi et al., 
2016; Hochgraf et al., 1995) but also from other countries (Lopez-Goni et 
al., 2015; Sarkar et al., 2013) and worldwide (WHO, 2014). 
In this study, sixteen heavy chronic alcoholics were re-examined 
regarding segmented brain structure volume after an approximate six-
year interval. When looking to specific brain segments, they showed 
decreasing volume in frontal, temporal, parietal, occipital and subcortical 
regions.  
In the prefrontal cortex gray matter, the volume of the right 
frontopolar cortical region was significantly reduced over the six-year 
period. Although at non-statistically extent, the left frontopolar cortex was 
also reduced in this period. This is the frontal region that has been shown 
the largest reduction in healthy older subjects (Fjell et al., 2009). From 
frontal region, the left superior frontal and left lateral orbital frontal were 
also reduced after six years in alcoholics.  
From temporal cortex, the gray matter volumes of the superior and 
inferior temporal cortex from the left hemisphere were reduced. From 
parietal lobe, the gray matter volumes of the supramarginal region and 
inferior parietal cortex were also reduced in the left side only.  
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In occipital region, the gray matter volume of the lateral occipital 
cortex was reduced in both hemispheres, but of the lingual gyrus was 
reduced only at the right side, and from subcortical regions, the volumes 
of caudate were reduced in left and right side but of putamen only from 
the right side.  
Decreasing of brain volumes in varying cortical regions has been 
related to time to relapse such as frontal and posterior cortical gray 
matter (Rando et al., 2011), spatial processing deficits such as parietal 
gray matter (Fein et al., 2009), behavioral impulsivity such as prefrontal 
gray matter (Gropper et al., 2016), frontal executive performance such as 
prefrontal and cerebellar cortical gray matter (Nakamura-Palacios et al., 
2014), and to the development and maintenance of drug addiction, such 
as caudate, putamen and accumbens (Sullivan et al., 2005) in alcoholics.  
In the present study, differenc s of gray matter volume of the right 
frontal pole over a six-year period were negatively associated with 
differences of MMSE scores when controlling for difference of pattern of 
alcohols use (drinks/day) and difference of age in this period. 
Paradoxically, the larger decrease of the frontopolar gray matter volume 
was related to improved MMSE performance, suggesting that the 
performance of global mental status inversely depends on the gray 
matter volume of this frontal region in alcoholics. 
The frontal pole has been associated with high-level cognitive 
processing, especially in multitasking performance but also in social 
cognition and executive control (Moayedi et al., 2015), thus changes in 
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its structure could influence these functions as it may be seen in 
alcoholics.  
The right hemisphere seems to be associated with self-related 
cognitive functions (self-recognition, self-evaluation, self-knowledge and 
autobiographical retrieval) and notion of self-relevance during subjective 
evaluation (see (Yokoyama et al., 2010). Curiously, the right frontopolar 
cortex has been suggested to be related to directed exploration of known 
resources for reward instead of random exploration of unknown options 
(Zajkowski et al., 2017). Direct strategies are related to decision making 
that ensure the g eatest amount of reward in the long run based on 
known informative options, whereas random strategies reflect simpler 
heuristics that are not generally optimal, but can be as good as (Wilson 
et al., 2014).  
The excessive directed exploration may be disruptive as it may 
induce inflexible behavior, including impairment in task switching as well 
as behavioral perseveration (Daw et al., 2006) towards, for example, the 
alcohol use, narrowing the drinking repertoire, hich constitutes one of 
the key feature of alcohol dependence. Considering this possibility, it 
would make sense to find an inverse association between gray matter 
volume of the right frontal pole cortex and cognitive performance in 
alcoholics, suggesting that decreasing volume of this cortical region 
could be hopefully related to a decrease of directed exploration towards 
rewarding effects of alcohol.    
The frontal executive function was inversely associated with 
volumetric changes in the gray matter of the right precuneus. Precuneus 
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is one of the brain regions persistently reduced in alcoholics even after 
many years of abstinence (Fein et al., 2009) and it may be associated 
with the long-term heavy use of alcohol (Gropper et al., 2016). It belongs 
to a medial prefrontal-mid-parietal network supporting the mental 
representation of the self (Cavanna and Trimble, 2006). Although this 
brain region is involved in a variety of processing states, it has been 
shown a heightened specialization for resting-state cognition and is 
considered a functional core of the Default Mode Network (Utevsky et al., 
2014). Routinely it exhibits decreases in metabolic activity across a 
variety goal directed behaviors such as executive activity (Cavanna and 
Trimble, 2006), such as measured in this study. However, the 
relationship of the structural change of this brain region with frontal 
performance is an open question to be better investigated in the future.   
The difference of volume of the right caudate and left accumbens 
was positively related to six-year differences of FAB performance in our 
alcoholics. The ventral striatum (where the nucleus accumbens is 
located) is one of the main components of the brain reward 
system(Tzschentke, 2000),  in which dopamine changes are associated 
with the subjective perception of reward (Koob and Volkow, 2010) and 
the dorsal striatum (caudate nucleus and putamen) is gradually engaged 
during the development of compulsive drug-seeking when the drug use 
becomes automatic or habitual (Koob and Volkow, 2010). Dysfunction of 
fronto-striatal circuit seems to be involved in the progress from voluntary 
and controlled drug use to habitual and compulsive drug abuse 
(Courtney et al., 2013; Virag et al., 2015; Wang et al., 2013; Wilcox et al., 
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2011). There are evidence that alcohol has a well-defined disruptive 
effect on frontal/executive functions but leaves implicit learning, which is 
related to the striatum, intact (Virag et al., 2015). Furthermore, by 
disrupting specific frontal lobe functions, implicit learning performance 
may improve (Virag et al., 2015). This may in part explain why changes 
of caudate nucleus and nucleus accumbens volumes, instead of 
prefrontal areas, would be the brain structures predicting changes of 
executive function in our alcoholics.  
 There are limitations to this study that need to be mentioned. 
Alcoholics from the public outpatient service from our University Hospital 
that were included in our previous study and re-examined in this study 
were actively recalled one by one for this study; many of them could not 
be reached, others had died or moved to another region, or they denied 
participating in this re-examination. These were the reasons for our small 
sample of alcoholics. Fortunately, we had sixteen patients who answered 
our call and were included in this analysis. However, it has also to be 
pointed that evidences observed in this restricted sample with specific 
characteristics may not be generalize to all alcoholic patients. It was also 
not possible to study gender difference because of the few number of 
women who answered our call. The prevalence of male alcoholics is 
typically much higher and unfortunately only small number of women 
seeks treatment for alcoholism in public services. The other limitation is 
the absence of a matched control group to compare the evolution of gray 
matter volumes over the 6-year period. Consequently, we could not 
compare the influence of aging on gray matter volumes with a control 
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group, but we have corrected our analysis by age differences in our 
sample.  
 In summary, the segmented analysis found reductions in the gray 
matter volume in specific structures from frontal to posterior regions over 
a period of six years in alcoholics even showing reduction in the pattern 
of alcohol drink in this period. It was also showed that volume changes of 
specific brain structures could be related to functional processes in 
alcoholics, notably the right frontal pole, predicting changes of global 
cognitive mental status, and the right precuneus, right caudate and left 
accumbens, predicting changes of executive performance. Brain 
structures from fronto-parietal and fronto-striatal networks are importantly 
involved in high-cognitive functions and rewarding process, thus their 
structural changes may predict the progressive cognitive decrement 
along with addictive aggravation over the course of alcohol use disorder.     
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Figure headings and legends 
 
Figure 1 – STUDY PROTOCOL 
Fluxogram of the study protocol. M: male, F: female, MMSE: Mini-Mental State 
Examination, FAB: Frontal Assessment Battery, MR: Magnetic Resonance. 
 
Figure 2 – AVERAGE BRAIN OF ALCOHOLICS 
Segmented images of the averaged alcoholic brains (n = 16) obtained through 
the automatic reconstruction of high-resolution T1-weighted magnetic 
resonance imaging data of the cerebral cortex by FreeSurfer. Data of the lateral 
and medial faces of the left (L) and right (R) hemispheres were acquired in 2010 
(t1) and in 2016 (t2). 1 = superior frontal, 2 = lateral orbital frontal, 3 = frontal 
pole, 4 = superior temporal, 5 = inferior temporal, 6 = postcentral, 7 = 
supramarginal, 8 = inferior parietal, 9 = lateral occipital, 10 = lingual, 11 = 




Figure 3 – MULTIPLE REGRESSION ANLYSIS 
Linear regression analysis of the differences (t2 minus t1, with t1 being acquired 
in 2010 and t2 in 2016) performance of (a.) frontal executive function measured 
by a brief Frontal Assessment Battery (FAB) and (b.) global cognitive mental 
state measured by a Mini-Mental State Examination (MMSE) and differences of 
the volume of gray matter of (a.) the right precuneus, right caudate nucleus and 
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left nucleus accumbens, and (b.) of the right frontal pole, in alcoholics (n = 16). * 
p < .05, ** p ≤ .01. 
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Figure 1 – STUDY PROTOCOL 
 
Fluxogram of the study protocol. M: male, F: female, MMSE: Mini-Mental State Examination, FAB: Frontal 
Assessment Battery, MR: Magnetic Ressonance.  
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Sociodemographic characteristics, pattern of alcohol use and 
cognitive performance. 
                                           t1 






Age [mean (SD)] (min – max) 
 
49.8 (8.5) 




(45 – 78) 
  












Up to 5 
Between 6 to 9 
Between 10 to 13  
Above 13 
 







       n (%) 
Single 





















Alcohol use    t-paired p-value 
 








t(15) = 2.27 
 
.038* 







Days of abstinence before study [mean (SD)] 
(min - max) 
 
189.6 (462.7) 
(1 – 1825) 
289.9 (573.8) 
(1 – 2190) 
 
  
Executive and global cognitive performance     
     
FAB total score 12.0 (3.1) 12.8 (4.1) t(15) = -1.03 .32 
        FAB differences (T2-T1)     
No change or worsening (50%, n = 8)     
Improvement (50%, n = 8)     
MMSE total score 25.9 (4.5) 26.3 (4.1) t(15)= - .63 .54 
        MMSE differences (T2-T1)     
No change or worsening (68.75%, n = 11)     
Improvement (31.25%, n = 5)     
 
FAB: Frontal Assessment Battery; MMSE: Mini-Mental State Examination. *p < 0.05 
 
Table 1 – Socio-demographic characteristics, pattern of alcohol use and executive and 
global cognitive performance in alcoholics (n = 16) examined in 2010 (t1) and 2016 
(t2).  
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Figure 2 – AVERAGE BRAIN OF ALCOHOLICS  
Segmented images of the averaged alcoholic brains (n = 16) obtained through the automatic reconstruction 
of high-resolution T1-weighted magnetic resonance imaging data of the cerebral cortex by FreeSurfer. Data 
of the lateral and medial faces of the left (L) and right (R) hemispheres were acquired in 2010 (t1) and in 
2016 (t2). 1 = superior frontal, 2 = lateral orbital frontal, 3 = frontal pole, 4 = superior temporal, 5 = 
inferior temporal, 6 = postcentral, 7 = supramarginal, 8 = inferior parietal, 9 = lateral occipital, 10 = 
lingual, 11 = caudate, 12 = putamen. p < .0006 (paired t-test corrected by Bonferroni’s multiple 
comparisons).  
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Figure 3 – MULTIPLE REGRESSION ANLYSIS  
Linear regression analysis of the differences (t2 minus t1, with t1 being acquired in 2010 and t2 in 2016) 
performance of (a.) frontal executive function measured by a brief Frontal Assessment Battery (FAB) and 
(b.) global cognitive mental state measured by a Mini-Mental State Examination (MMSE) and differences of 
the volume of gray matter of (a.) the right precuneus, right caudate nucleus and left nucleus accumbens, 
and (b.) of the right frontal pole, in alcoholics (n = 16). * p < .05, ** p ≤ .01.  
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